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近年、個別化医療の進歩を背景に、診断 (diagnostics) と治療 (therapeutics) の融合を
意味するセラノスティクス (theranostics) という概念が注目されている 1-4 。 
分子イメージングは、生体内の細胞・組織・分子間相互作用、生物学・生化学的な
プロセスの空間的・時間的分布を in vivo で観察できるため、がんの診断方法として欠
かすことができない 5,6 。 
分子イメージングにおける代表的な診断法は、陽電子放出断層撮影法 (positron 









診断が可能となり、主に 2-deoxy-2-[18F] fluoro-D-glucose (18F-FDG) を用いた PET 診断
が普及している 7-9 。がん細胞においては、酵素が十分に供給されている状態でも、嫌
気的解糖系が顕著な増加により (Warburg 効果 10,11 )、グルコースの必要量が増加する
ため、グルコーストランスポーター1 (GLUT1) の発現が上昇している 12 。この性質を











磁気共鳴画像 (magnetic resonance imaging, MRI) 検査は、磁場中の原子核や電子が特
定の周波数のエネルギーを吸収する核磁気共鳴 (nuclear magnetic resonance, NMR) 現
象を利用して、組織の性状を可視化する画像診断技術である。臨床で用いられている
MRI は、体内の水分子中の水素原子核 (1H) の信号を画像化している。腫瘍組織中の
水の 1H 緩和時間は、正常組織に比べて延長する 16 。特定の臓器や、より高コントラ











(FRET) による蛍光波長の変化を検出原理としており、緑色蛍光タンパク質 (green 





e-N,N,N',N'-tetraacetic acid, pentapotassium salt (fura-2) 17 のように、元々は無蛍光である
が、検出対象分子と結合することで蛍光を発するようになる分子内電荷移動 
(intramolecular charge transfer, ICT) を検出原理として用いていることが多い。励起され
た蛍光分子と近傍分子との間や、独立した共役系を有する同一分子内で電子が移動す
る光誘起電子移動 (photoinduced electron transfer, PeT) を原理とした、腫瘍部位でのみ
蛍光が ONとなる activatable probe の開発も進められている 18,19 。 
臨床においては、インドシアニングリーン (ICG) や 5-aminolevuloic acid (5-ALA) な








5-ALA は、光線力学診断  (photodynamic diagnosis, PDD) や光線力学療法 
(photodynamic therapy, PDT) において、フォトフィリン 22 、ポルフィリン系誘導体（レ
ザフィリン 23 、ATX-S10(Na) 24 ）に次ぐ第 3世代光感受性物質として登場した。PDD
及びPDTでは、皮膚に集積した光増感剤に起因する光線過敏症が課題とされていたが、
5-ALA は生体内に含まれるアミノ酸であるため、その副作用を軽減することができる
25,26 。5-ALA は、正常細胞においては、プロトポルフィリン IX (PpIX) を経てヘムに
変換されるが、がん細胞では、ヘムの代謝が阻害されており、PpIX が蓄積する。PpIX
は、光感受性を有しており、レーザー光の照射によって励起状態から基底状態に戻る





浸透性が向上した 5-ALA誘導体の hexyleser hexaaminolevulinic acid (Hexvie®) も販売さ
れている 29 。しかし、がんの再発に深く関わるがん幹細胞の 5-ALA による検出を免






Table 1.1 Imaging systems 5,6 . 




MRI Yes 10-100 µm No limit Minutes to hours Yes >US$300,000 
CT Yes 50 µm No limit Minutes Yes 
US$100,000-
300,000 
Ultrasound Yes 50 µm cm Seconds to minutes Yes 
US$100,000-
300,000 
PET Yes 1-2 mm No limit Minutes to hours Yes >US$300,000 
























1 µm <400-800 µm No No >US$300,000 
 







リコール (PEG) などを結合させる方法である。なかでも、PEG は、アルブミンに共
有結合させると抗原性が低下することや、血中滞留性が向上することが報告されて以







臓などの細網内皮系 (reticuloendothelial system, RES) に取り込まれ、血中より消失して






る。これは、Enhanced Permeability and Retention (EPR) 効果と呼ばれており 52 、固型
腫瘍組織では正常細胞に対して血管透過性が約 3～10倍亢進し 53-56 、さらにリンパ毛
細管による排泄機能が欠如しているため、高分子が長く保持される現象である。また、




Table1.2 Launched of liposomes 61 . 
Product name Component Lipid composition Indication Launch 












Inactivated hepatitis A 
virus（strain RG-SB） 
DOPC/DOPE/HA & NA glycoproteins Hepatitis A 1994 








Doxil/ Caelyx Doxorubicin HSPC/cholesterol/ MPEG-DSPE 







lecithin Influenza 1997 
DepoCy（t e）/ 
Savedar 
AraC DOPC/cholesterol/ DPPG/triolein Lymphatic meningitis 1999 








Lipo-Dox Doxorubicin DSPC/cholesterol/MPEG-DSPE 






Morphine DOPC/cholesterol/DPPG/triolein Anesthetic 2004 
Lipusu Paclitaxel eggPC/cholesterol 













めに、葉酸 62,63 、糖鎖 64,65 、上皮成長因子 (epidermal growth factor, EGF) 66 、RGDペ
プチド 67 、トランスフェリン 68,69 のような特定の受容体に対するリガンドや抗体 70 な
どのアクティブターゲティング能の付与 71 が重要である。細胞内への取り込みにおい
てクラスリン依存性エンドサイトーシスの場合には、形成される被覆小胞は、およそ
120 nmであるため、リガンド修飾語のリポソームのサイズは考慮する必要がある 72 。




よるものであったが 73 、その後、高分子を複合化した 90 機能性リポソームが検討さ







特に、Poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm) 95,96 は、体温付近の 32℃に LCST を有す
ることから、DDS 97,98 をはじめ、高速液体クロマトグラフィー (HPLC) 99-104 や再生医
療用材料 105-111 など、様々な研究に用いられている 112 。ポリマーの LCST は、共重合
に使用するモノマーによっても、特定の温度に調整することが可能であり 113-116 、温
度応答性ポリマーを修飾したリポソームは、それらの優れた安定性ならびに薬物及び













酸トランスポーター1 (LAT1) 128 、L型アミノ酸トランスポーター3 (LAT3) 129 、ASC
トランスポーター2 (ASCT2) 130 、アミノ酸トランスポーターシステムB0,+ (ATB0,+) 131 、
及び system xc− transporter-related protein (xCT) 132 は、発現の増加が報告されているアミ
ノ酸トランスポーターである。これらの発現の増加に伴い、腫瘍組織内は近接する非










巣などにその mRNAが検出される 136,137 が、タンパク質として存在している臓器は限
られており、胎盤関門と血液脳関門にその存在が確認されている 138,139 。腫瘍組織に
おいては、脳、肺、結腸、乳房、グリア細胞、前立腺および膵臓などで高発現してお
り 140-145 、過剰発現は転移の予後因子でもある 146 。LAT1 は、mTOR経路などを活性
化することにより、細胞増殖のための栄養素である必須アミノ酸を供給している 147 。 
 
Table 1.3 LAT1 expression of human tumors 148. 
Link to disease Expression 
Uterine cervical carcinoma Higher in invasive squamous cell carcinoma than in cervical intraepithelial neoplasia 
Non-small cekk lung cancer Higher in patients with mediastinal lymph node metastases than in those without 
Oral cancer High 
Breast cancer High 
Renal cell carcinoma High 
Esophageal squamous cell carcinoma High 
Leukemic High 
Cholangiocarcinoma High, associated with increased proliferation 
Multiple myeloma Higher in infiltraring glioma cells than in cells located in the center of the tumor 
Malignant gliomas High 
Gastric cancer High 




LAT1 をターゲットとした診断法として、LAT1 選択的な PET プローブである
L-[3-18F]--methyltyrosine (18F-FAMT) 149-151 、L-p-(2-[18F]fluoroethyl)-phenylalanine) 152 、
5-(2-18F-fluoroethoxy)-L-tryptophan) 153 や S-(3-[18F]fluoropropyl)-D-homocysteine) 154 が開
発され、特に 18F-FAMT では 18F-FDG よりも正常組織でのバックグラウンドが低く、
非腫瘍部位に取り込まれない腫瘍選択性の高い PET 診断の可能性が示唆されている
155 。また、SPECT において用いられる L-3-[123I]--methyl tyrosine 155 や、ホウ素中性
子補足療法 (BNCT) で用いられる L-p-boronophenylalanine (BPA) も腫瘍部位への集積
において LAT1が関与している 156,157 ほか、LAT1を阻害することで抗腫瘍効果が得ら












温度応答性ポリマーである PNIPAAmは、ポリマー鎖の末端に蛍光基 (FL) を修飾し

























































ーを基とした LAT1 標的蛍光ポリマープローブを開発し、ポリマープローブと LAT1
との親和性を評価した (Figure 2.1) 。 
 
 










と 再 結 晶 で 精 製 し た 。 4-Cyano-4-(phenylcarbonothioylthio)pentanoic acid 、
N-hydroxysuccinimide (NHS) 及び fluorescein-5-maleimide (FL) は、 Merck KGaA 
(Darmstadt, Germany) より入手した。L-Phenylalanine 及び L-tyrosine は、ペプチド研究
所より入手した。N,N’-Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) は、関東化学より入手した。






NIPAAm (5.0 g、44 mmol) 及び DMAAm (0.6 g、6.1 mmol) を DMF (15 mL) に溶解し
た。ラジカル開始剤として AIBN (31 mg 、 19 mmol) 、 RAFT 剤として
4-cyano-4-(phenylcarbonothioylthio)pentanoic acid (105 mg、0.6 mmol) を溶液に添加した。
窒素ガスによる 20 分間のバブリングで反応溶液中の酸素を除去し、70℃で 24 時間重
合させた。重合後、溶液をジエチルエーテルに滴下し、合成したポリマーを析出させ
た。沈殿物をアセトンに溶解し、ジエチルエーテルを用いた沈殿により精製し、濾過、
真空乾燥後、P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%) (2.5 g) を白色固体として得た。同様の手順
で、NIPAAm (5.0 g、44 mmol) 、DMAAm (1.1 g、11 mmol) 、AIBN (33 mg、20 mmol) 及
び 4-cyano-4-(phenylcarbonothioylthio)pentanoic acid (114 mg 、 0.7 mmol) か ら
P(NIPAAm-co-DMAAm20%) (2.9 g) を得た。また、NIPAAm (5.0 g、44 mmol) 、DMAAm 
(2.4 g 、 24 mmol) 、 AIBN (40 mg 、 25 mmol) 及 び
4-cyano-4-(phenylcarbonothioylthio)pentanoic acid (137 mg 、 0.8 mmol) か ら
P(NIPAAm-co-DMAAm35%) (3.0 g) を得た。 
 
2.2.2.2. L-Phenylalanine-P(NIPAAm-co-DMAAm) (Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm)) 
P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%) (1.0 g、0.07 mmol) をジクロロメタン (7 mL) に溶解し




0.17 mmol) 及び Na2CO3 (17.7 mg、 0.17 mmol) を精製水  (3 mL) に溶解し、
NHS-P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%)を添加し、溶解した。次いで、アセトン (7.5 mL) を
溶液に添加し、25℃で 24 時間反応させた。反応後、アセトンを揮発させ、残留物を濾
過により除去し、透析膜（分画分子量：3,500；Spectra/Por、Spectrum Laboratories、Rancho 
Dominguez 、 CA 、 USA ）で濾液を精製した。ポリマー溶液の精製後、




P(NIPAAm-co-DMAAm20%) か ら Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm20%) (545 mg) 、
P(NIPAAm-co-DMAAm35%)から Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm35%) (588 mg) を得た。 
 
2.2.2.3. L-Tyrosine-P(NIPAAm-co-DMAAm) (Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm)) 
既報の方法 167 に従い、L-tyrosine 及び tert-butyl (tert-butoxycarbonyl)-L-tyrosine のアミ
ノ基及びカルボキシル基の保護を行った。P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%) (1.0 g、0.07 
mmol) をジクロロメタン (4 mL) に溶解した。ポリマー溶液に tert-butyl 
(tert-butoxycarbonyl)-L-tyrosine (40 mg、0.13 mmol) 、DMAP (16 mg、0.13 mmol) 及び
DCC (69 mg、0.33 mmol) を添加し、室温で 24時間反応させた。反応後、ジエチルエ
ー テ ル 中 で ポ リ マ ー を 沈 殿 さ せ 、 tert-butyl 
(tert-butoxycarbonyl)-L-tyrosine-P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%) (880 mg) を黄色固体とし
て得た。次いで、 tert-butyl 及び tert-butoxycarbonyl の脱保護を行った。 tert-Butyl 
(tert-butoxycarbonyl)-L-tyrosine-P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%)をジクロロメタン (3 mL) 
に溶解し、トリフルオロ酢酸 (2 mL) を溶液に加えた。室温で 24時間反応後、透析膜
（分画分子量：3,500）を用いて溶液を精製した。粗生成物をヘキサン (300 mL) で沈
殿させて精製し、濾過、乾燥後に Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%) (477 mg) を得た。
同様の手順で、P(NIPAAm-co-DMAAm20%)から Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%) (491 





1H-NMR スペクトルは、400 MHz 超伝導フーリエ変換核磁気共鳴装置  (Agilent 
Technologies、California、USA) で測定した。 
 
2.2.3.2. ゲルろ過クロマトグラフィー (GPC) 測定 
分子量は、GPCシステム（GPC-8020、東ソー）を用いて測定した。TSKガードカラ
ム及び 2本の TSK GEL -M カラムを使用した。移動相は、10 mM LiCl/DMF 溶液で、





ポリマーの LCST は、UV–VIS 分光光度計 (V-630、Jasco) を用いて、リン酸緩衝生





チェシステム (Krüss、Hamburg、Germany) 及び ETC-717 コントローラ (Jasco) で温度




ポリマーのサイズは、粒子径・ゼータ電位・分子量測定装置 (Zetasizer Nano ZS、
Malvern Panalytical、Grovewood Road、Malvern、UK) を用いて、動的光散乱 (DLS) に








HeLa 細胞（ヒト子宮頸部癌細胞）及び HEK 293 細胞（ヒト胎児腎細胞由来） (RIKEN 
BRC Cell Bank) は、10％ウシ胎児血清 (FBS; Bioserum、Victoria、Australia) 、50 units/mL 
penicillin、50 μg/mL streptomycin 及び 146 μg/mL L-glutamine 含有MEM培地 (Thermo 
Fisher Scientific、Waltham、MA、USA) で 37℃、5% CO2下でインキュベートした。 
 
2.2.5. 細胞の LAT1発現確認 
2.2.5.1. ウエスタンブロッティング 
HeLa 細胞及び HEK 293細胞を lysis buffer (1 M Tris-HCl (pH 7.4)、5 N NaCl、500 nM 
EDTA、20% TritonX-100 及び complete mini-EDTA-free) に溶解し、氷中で超音波破砕し
た。溶解液を 4℃、16,000×gで 10分間遠心分離し、Pierce BCA protein assay reagent kit 
(Thermo Fisher Scientific) を用いて、マイクロプレートリーダーでタンパク質濃度を測
定した。溶解液を緩衝液に再懸濁し、5×SDS-sample buffer (10% sodium dodecyl sulfate、
25% 2-mercaptoethanol、250 mM Tris-HCl (pH 7.4) 及び 50% glycerol) で処理した。タン
パク質サンプルを 98℃で 5分間加熱し、次いで SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳
動を 45分間行った。分離したタンパク質を Immobilon-P PVDF膜 (Merck KGaA) に転
写し、膜を 5％乾燥スキムミルクに浸漬し、4℃で一晩ブロッキングした。ブロッキン
グ後、膜は抗ヒト L型アミノ酸トランスポーター (LAT1) ポリクローナル抗体（1:500; 
トランスジェニック）または抗-actin antibody rabbit (1:1000; Merck KGaA) を一次抗体
として、室温で1.5時間反応させた。インキュベーション後、膜をTBST緩衝液 (Tris-HCl 
(pH7.4） 、5 N NaCl、Tween20 及び H2O) で洗浄し、ECL anti-rabbit IgG HRP-linked whole 




分間インキュベートした。TBST緩衝液及び TBS緩衝液 (1 M Tris-HCl (pH 7.4)、5 N 
NaCl 及び H2O) で洗浄した後、膜を ECL prime western blotting detection reagent (GE 




HeLa 細胞 (2.5 × 104 cells/well/mL) 及び HEK 293 細胞 (1 × 105 cells/well/mL) を
BioCoatTM Collagen I Cellware 4ウェル培養スライド (Corning、Corning、NY、USA) に
播種した。インキュベーション後（HeLa 細胞：1 日、HEK 293 細胞：2 日）、細胞を
PBS で 1 回リンスし、4％パラホルムアルデヒド (PFA)/PBS 溶液で 30 分間固定した。
固定後、細胞を PBS でリンスし、－20℃のメタノールで 30 分間浸透圧処理し、ブロ
ッキングとして PBSで希釈したヒト血清アルブミン (1:100; Merck KGaA) で 30分間
インキュベートした。細胞を PBSで 3回リンスし、一次抗体として PBSで希釈した抗
hLAT1ポリクローナル抗体ウサギ (1:100; Merck KGaA) を添加し、4℃でオーバーナイ
トした。細胞を PBS で 3 回リンスし、二次抗体として PBS で希釈した Alexa Fluor® 
488-labeled donkey anti-rabbit IgG antibodies (1:1000; Thermo Fisher Scientific) を室温で
60 分間反応させた。細胞を PBS で 3 回リンス後、DAPI 含有 VECTORSHIELD® Hard 
Set™ Mounting Medium (Vector Labolatories、Burlingame、CA、USA) で封入した。次い
で、細胞を FV1000D共焦点レーザー走査顕微鏡（オリンパス）で観察した。 
 
2.2.6. L-[3H]-Leucine 細胞内取り込み阻害 
HeLa 細胞は 24ウェルプレート (1.0 × 105 cells/well/mL) で 37℃、5%CO2濃度環境下
で培養した。インキュベーション後、34℃、37℃または 40℃の dry bath incubator (Nippon 
Genetics Europe、Dueren、Germany) 上にプレートを設置した。培地を除去した後、細
胞を温緩衝液 (125 mM NaCl、4.8 mM KCl、5.6 mM D-(+)-glucose、1.2 mM CaCl2·H2O、
1.2 mM KH2PO4、1.2 mM MgSO4及び 25 mM HEPES) でリンスし、同バッファーで 10
分間プレインキュベートした。1 µCi/mL L-[3H]-leucine (Moravek Biochemicals、Richland、
WA、US) 及び 2 mM のポリマーまたは 2-aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylic acid 
(BCH; Merck KGaA） と共に 10分間インキュベートした。細胞を冷緩衝液でリンスし、
0.1 M NaOH (250 μL) を添加し、4℃でオーバーナイトした。オーバーナイト後、0.1 M 
HCl (250 μL) を加え、液体シンチレーション溶媒（3 mL; Clear-sol I、ナカライテスク）
にサンプル溶液 (400 μL) を溶解した。Packard Tri-Carb 3170 TR/SL 液体シンチレーシ
ョンアナライザー（パーキンエルマージャパン）を用いて L-[3H]-leucine を検出した。








P(NIPAAm-co-DMAAm20%) (50 mg、3.3 × 10−3 mmol) を tetrahydrofuran (THF; 2 mL) 
に溶解した。次いで、THF (1 mL) に溶解した 2-aminoethanol (2.0 μL、3.3 × 10−2 mmol) を
滴下して加え、30分間窒素置換した。溶液が無色になったことを確認後、THF (1 mL) 
に溶解した FL (2.9 mg、6.7 × 10−3 mmol) を加え、窒素雰囲気下で 24時間反応させた。
透析膜（分画分子量：3,500）を用いて、得られた残渣を 4℃で 3 日間透析し、精製し
た。溶媒を揮発させ、ジエチルエーテルを用いた沈殿により精製し、濾過、真空乾燥
後、P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL (41.8 mg) を淡黄色固体として得た。同様の手順で、





ETC-273T コントローラ (Jasco) 及び PT-31 ペルチェシステム (Krüss) を用いた。PBS
溶液 (1 mg/mL) の励起波長 (λex) 及び発光波長 (λem) の最大値を測定した後、蛍光ポ




HeLa 細胞を 1.0 × 105 cells/well/0.5 mLで、BioCoat™ Collagen I Cellware 4ウェル培養
スライドに播種した。オーバーナイト後、蛍光ポリマープローブ (1.6 × 10−2 mM) を添
加し、5% CO2中、34℃または 40℃で 4 時間インキュベートした。インキュベーショ
ン後、培地を吸引し、細胞を 1 mM エチレンジアミン四酢酸 (EDTA) /PBS 溶液で 2回
リンスした。50 μM LysoTracker® Red DND-99 (Thermo Fisher Scientific) /MEM 溶液を添
加し、細胞を 37℃で 30分間インキュベートした。細胞を 1 mM EDTA/PBS 溶液で 2回
リンスし、4％PFA/PBS 溶液で 20 分間固定した。細胞を PBS で 2 回リンス後、DAPI




HeLa 細胞を、2.0 × 105 cells/well/2 mLで、6ウェルプレートに播種した。オーバーナ
イト後、蛍光ポリマープローブ (1.6 × 10−2 mM) を添加し、5% CO2中、34℃または 40℃
で 0.5、1、2 または 4 時間インキュベートした。インキュベーション後、培地を吸引
し、細胞を 1 mM EDTA/PBS 溶液で 2回リンスした。次いで、細胞をトリプシン処理
し、10％FBS含有 MEM培地でリンスした。細胞を 1 mM EDTA/PBS溶液でリンス、




Corning）で濾過し、LSR IIフローサイトメーター (Becton-Dickinson Biosciences、San 
Jose、CA、USA) で測定した。蛍光ヒストグラム及びドットプロットは、Cell Quest ソ
フトウェアを用いて生成した。図は FACSDiVa ソフトウェアを用いて、ヒストグラム
を再現した。各蛍光ポリマープローブを 37℃で 0.5 時間インキュベートした際の蛍光
強度を 1.0 とした。 
 
2.2.9.3. アミノ酸による蛍光ポリマープローブの細胞内取り込み阻害 
HeLa 細胞を、2.0 × 105 cells/ well/2 mLで、6ウェルプレートに播種した。オーバー
ナイト後、細胞を 5% CO2中、34℃または 40℃で蛍光ポリマープローブ (1.6 × 10−2 mM) 
及び L-leucine または L-phenylalanine (30 mM) と共に 4時間インキュベートした。イン
キュベーション後、培地を吸引し、細胞を 1 mM EDTA/PBS溶液で 2回リンスした。
次いで、細胞をトリプシン処理し、10％FBS含有MEM 培地でリンスした。細胞を 1 mM 







(reversible addition-fragmentation chain transfer, RAFT) 重合によって合成した (Scheme 
2.1 (a)) 。合成したポリマーは、1H-NMRで PNIPAAm及び DMAAm由来のピークを確
認し (Figure 2.3, 2.4, 2.5) 、GPC、ポリマー溶液の相転移挙動 (Figure 2.5 (a)) 、サイズ
測定 (Figure 2.5 (b)) 及びゼータ電位 (Figure 2.5 (c)) によって物性評価を行った。GPC
は、ポリエチレングリコールを検量標準として使用した (Figure 2.6) 。ポリマーの平
均分子量 (Mn) は、14,200〜17,700の範囲であり、NIPAAm に対する DMAAmのモル
組成が増加するにつれて減少した (Table 2.1) 。これは、重合反応におけるラジカル開
始剤及び RAFT 剤の仕込み量が、DMAAmのモル組成と共に増加するためと考えられ
る。合成したポリマーの LCST は、DMAAm 組成の増加に伴って上昇した。これは、
DMAAm組成の増加により、ポリマーの親水性が上昇するためである。L-Phenylalanine
または L-tyrosine のポリマーへの末端修飾により、Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm)及び
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm)を得た (Scheme 2.1 (b), (c)) 。アミノ酸の修飾により、LCST
はわずかに変化したが、すべてのアミノ酸修飾ポリマーは LCST を有し、PBS 中で温
度応答性の溶解度変化を示した (Figure 2.5 (a)) 。ポリマーのゼータ電位測定において
は  (Figure 2.5 (b)) 、全てのポリマーは負電荷を有し、その大きさは









Scheme 2.1. The synthesis of polymers (a) P(NIPAAm-co-DMAAm); (b) 






Figure 2.2. 1H-NMRof P(NIPAAm-co-DMAAm) (400 MHz, CD3OD); (a) 
P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%): the integrated proton signals derived from NIPAAm 
methine (1H, 3.99 ppm), DMAAm methyl (6H, 3.05 ppm), (b) 
P(NIPAAm-co-DMAAm20%): the integrated proton signals derived from NIPAAm 
methine (1H, 3.97 ppm), DMAAm methyl (6H, 3.09 ppm), (c) 
P(NIPAAm-co-DMAAm35%): the integrated proton signals derived from NIPAAm 






Figure 2.3. 1H-NMR of Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm) (400 MHz, CD3OD); (a) 
Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%): the integrated proton signals derived from 
NIPAAm methine (1H, 3.96 ppm), DMAAm methyl (6H, 3.02 ppm), L-phenylalanine 
benzene (5H, 7.22 ppm), (b) Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm20%): the integrated proton 
signals derived from NIPAAm methine (1H, 3.96 ppm), DMAAm methyl (6H, 3.02 
ppm), L-phenylalanine benzene (5H, 7.24 ppm), (c) 
Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm35%): the integrated proton signals derived from 
NIPAAm methine (1H, 3.96 ppm), DMAAm methyl (6H, 3.02 ppm), L-phenylalanine 






Figure 2.4. 1H-NMR of Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm) (400 MHz, CD3OD); (a) 
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%): the integrated proton signals derived from 
NIPAAm methine (1H, 3.96 ppm), DMAAm methyl (6H, 3.02 ppm), L-tyrosine 
benzene (2H, 7.13 ppm), (2H, 7.35 ppm), (b) Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%): the 
integrated proton signals derived from NIPAAm methane (1H, 3.96 ppm), DMAAm 
methyl (6H, 3.02 ppm), L-tyrosine benzene (2H, 7.11ppm), (2H, 7.35 ppm), (c) 
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm35%): the integrated proton signals derived from 
NIPAAm methine (1H, 3.95 ppm), DMAAm methyl (6H, 3.01 ppm), L-tyrosine 







Figure 2.5. Physical properties of the prepared polymers (a) Phase transition profiles, 
(b) Size profiles (c) Zeta potential profiles. 
 
 





Table 2.1. Polymer characterization. 
 Terminal Group Mn a Mw a Mw/Mn a LCST (°C) b 
P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%) 
 
17,700 22,100 1.25 35.1 
P(NIPAAm-co-DMAAm20%) 16,700 19,500 1.17 37.3 
P(NIPAAm-co-DMAAm35%) 14,200 16,400 1.15 47.1 
Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%) 
 
18,500 21,800 1.18 35.7 
Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm20%) 18,200 22,400 1.23 39.3 
Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm35%) 16,600 19,500 1.17 49.4 
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm12.5%) 
 
13,400 16,100 1.20 34.1 
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%) 12,100 15,600 1.29 36.3 
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm35%) 12,700 14,500 1.14 46.2 
a Determined by GPC. b Determined by temperature dependent optical transmittance change. 
 
2.3.2. 細胞の LAT1発現確認 
HeLa 細胞及び HEK 293細胞の LAT1発現を、ウエスタンブロッティング及び免疫染
色で確認した。抗-アクチン抗体は、ローディング・コントロールとして使用した。
HeLa 細胞では、LAT1 に起因する 38kDa のバンドが検出された。また、125kDa に検出
されたバンドは、LAT1と 4F2hcの二量体と考えられる 168 。一方、HEK 293 細胞では、
いずれのバンドも検出されなかった (Figure 2.7 (a)) 。さらに、抗 LAT1ポリクローナ
ル抗体で処理した後の顕微鏡画像において、HeLa 細胞は膜上に抗体由来の蛍光を示し







Figure 2.7. Western blot analysis was performed on the membrane fraction prepared 
from HeLa and HEK 293 cells using an anti-hLAT1 antibody (a). For HeLa cells, the 
38-kDa-protein band was detected. An anti--actin antibody was used as a loading 
control. Microscopy images of HeLa and HEK 293 cells after treatment with an 
anti-LAT1 polyclonal antibody (b). LAT1 appears green and the nuclei were stained 
blue (DAPI). Magnification is 60×; scale bar represents 20 μm. 
 
2.3.3. L-[3H]-Leucine 細胞内取り込み阻害 
合成したポリマーとがん細胞における LAT1 との相互作用を調べるために、ポリマ
ーまたは LAT1阻害剤である BCHの存在下で、LAT1の基質である L-[3H]-leucineの取
り込み量を測定した (Figure 2.8) 。モデルがん細胞として、LAT1発現を確認した HeLa
細胞を用いた (Figure 2.7) 138 。本研究では、LAT2や LAT3 のような HeLa 細胞におけ
る他のタイプの L 型アミノ酸トランスポーターの発現を確認しなかったが、LAT2 お
よび LAT3 の発現は、LAT1の発現と比較して低いため 169,170 、他のタイプのトランス




















Figure 2.8. Inhibition of L-[3H]-leucine uptake in HeLa cells at (a) 34 °C; (b) 37 °C 
and (c) 40 °C. The concentration of inhibitors P(NIPAAm-co-DMAAm20%, 
Phe-P(NIPAAm-co-DMAAm20%), and Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%), and 




FLをポリマーの末端基に結合し、蛍光ポリマープローブを合成した (Scheme 2.2) 。
プローブへの FL 修飾率は、FL の吸収スペクトル及び較正曲線  (Figure 2.9) 、
P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL 及び Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL の最大吸収波
長 値  (Figure 2.10) よ り 決 定 し た 。 P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL 及 び
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FLの λexは、いずれも 492 nm、λemは、それぞれ 516 nm








度を上げることによって、凝集が進行すると考えられる (Figure 2.12) 。 
 
 
Scheme 2.2. Synthesis of fluorescent polymer probes. 
 
  







Figure 2.10. Absorption spectra and modification rate of fluorescein-5-maleimide for 
P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL and Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL. 
 
 
Figure 2.11. Excitation and emission spectra of fluorescent polymers and 






Figure 2.12. Temperature-responsive change of fluorescence intensity (a) 





Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm)-FLを HeLa 細胞に添加し、LCST 以下 (34°C) または LCST
以上 (40°C) で 4時間インキュベートした。インキュベーション後、蛍光顕微鏡での
観察及びフローサイトメトリーを行った。共焦点顕微鏡画像において、LCST 以下で
は、蛍光ポリマープローブの細胞内取り込みは確認されず、細胞膜への吸着が観察さ







マープローブの局在を確認するために、LysoTracker Red DND-99 を用いてライソソー









Figure 2.13. Confocal laser scanning microscopy images of HeLa cells after 4 h 
treatment with (a) P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL and (b) 
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL at 34 °C and 40 °C. The fluorescent probes 
appear green and the nuclei were stained blue (DAPI). Magnification is 40×; the scale 
bar represents 20 μm. 
 
 
Figure 2.14. Confocal laser scanning microscopy images of HeLa cells after 4 h 
treatment with (a) P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL and (b) 
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL at 40 °C. Fluorescent probes appear green, 
lysosomes are stained red (LysoTracker Red DND-99), and the nuclei are stained blue 




ト リ ー で 測 定 し た  (Figure 2.15) 。 P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL 及 び
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL の両方で、LCST 以下で一定の蛍光強度が検出さ
れた。これは、細胞膜上への蛍光ポリマープローブの吸着によるものと考えられる。4
時間後、LCST 以上で Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL をインキュベートした細胞
は、P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL をインキュベートした細胞と比較して、蛍光強度






(Figure 2.16) 。P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL の場合、LCST 以上でインキュベート
した細胞の蛍光強度は、LCST 以下でインキュベートした細胞の蛍光強度よりわずか
に高かったが、LCST 以上及び以下でインキュベートした細胞間における蛍光強度の
有意差は、観察されなかった (Figure 2.16 (a)) 。よって、蛍光ポリマープローブの疎水
性変化は、細胞内へのプローブの取り込みを誘導するには不十分であったことが示唆
された。対照的に、Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL の場合、LCST 以下でインキ
ュベートした細胞と比較して、LCST 以上でインキュベートした細胞は、30 分後に 2







Figure 2.15. Representative flow cytometry histograms of fluorescence intensity of 
HeLa cells after 4 h incubation with (a) P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL and (b) 






Figure 2.16. Fluorescence intensity of HeLa cells at various time points following 
incubation with polymer probes. Cells were incubated with the probes for 0.5, 1, 2, or 
4 h ((a) P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL; (b) 
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL) at either 40 °C (close circles) or 34 °C (open 
circles). Data are the mean ± S.D. (n = 3) ** p < 0.01. 
 
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-FL の細胞内取り込みにおける LAT1 の関与を確認
するために、LAT1基質の L-phenylalanine存在下でのインキュベーション後の HeLa細
胞の蛍光強度を測定した (Figure 2.17) 。L-phenylalanineを阻害剤に選択したのは、ポ
リマー末端基との結合時に L-tyrosine のヒドロキシル基が使用され、結合後の化学構
造が L-tyrosineよりも L-phenylalanineに類似するためである。L-Phenylalanineの濃度は、
既往の報告 159 に基づいて 5 mg/mL に設定した。L-Phenylalanine 存在下における HeLa
細胞の蛍光強度は、L-phenylalanine を添加していない蛍光ポリマープローブのみの場









Figure 2.17. Comparison of fluorescence intensity with/without L-leucine and 





L-[3H]-leucine の細胞内取り込み阻害実験は、 Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm) が
L-[3H]-leucine の取り込み輸送を阻害することを示した。ポリマー末端に存在する-ア
ミノ基と-カルボキシル基により、Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm)が、LAT1 によって認











































本検討では、3-sn-phosphatidylcholine, from egg yolk (EPC) 及び DOPEからなるリポ
ソームに LAT1 親和性部位を有する温度応答性ポリマーを修飾し、リポソームの温度






入 手 し た。 5(6)-Carboxyfluorescein (CF) は、 Merck KGaA より入 手 し た。
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000] 




20 mol% の DMAAm を 含 有 す る P(NIPAAm-co-DMAAm20%) 及 び
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%) は 、 二 章 と 同 様 の 方 法 で 合 成 し た 。
P(NIPAAm-co-DMAAm20%) (100 mg、6.7 × 10−3 mmol) を THF (4 mL) に溶解した。次
いで、THF (2 mL) に溶解した 2-aminoethanol (4.0 μL、6.7 × 10−2 mmol) を滴下して加え、
30 分間窒素置換した。THF (2 mL) に溶解した DOPE-Maleimide (12.2 mg、6.7 × 10−3 
mmol) を加え、窒素雰囲気下で 24時間反応させた。得られた残渣を、透析膜（分画分
子量＝ 3,500）を用いて透析することにより精製した。真空中で乾燥させ、
P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-DOPE (94 mg) を白色固体として得た。同様の手順で、
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%) (100mg) から Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-DOPE 









3.2.3.2. 示差走査熱量 (DSC) 測定 
DSCは、示差走査熱量計（DSC-60 Plus、島津製作所）を用いて、PBS 溶液 (30 w/v%)
中の温度変化による熱量変化を測定した。FC-60A（島津製作所）で雰囲気制御を行
い、加熱速度は 2.5 °C/min とした。 
 
3.2.4. 蛍光封入温度応答性リポソームの作製 
EPC (7.5 mg 、 47.5 mol%) 、 DOPE (7.5 mg 、 47.5 mol%) 及 び
P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-DOPE (19.6 mg、5 mol%) を CHCl3 (2.5 mL) に溶解後、溶
媒を揮発させ、リピッドフィルムを得た。窒素置換後、3.0mM CF/PBS溶液 (1 mL) を
加え、リピッドフィルムを剥離させた。超音波破砕を 30分間行った後、溶液を 0.2 µm
ポリカーボネート膜でサイズを均一化し、PD-10カラム (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Sweden) で精製した後、P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-DOPE 修飾リポソーム  (6.48 
mg/mL) を得た。同様の手順で、EPC (7.5 mg、47.5 mol%) 及び DOPE (7.5 mg、47.5 
mol%) 、 Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-DOPE (14.4 mg 、 5 mol%) か ら
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-DOPE 修飾リポソーム (6.23 mg/mL) を得た。対照群
として、EPC (7.5 mg、50 mol%) 、DOPE (7.5 mg、50 mol%) から未修飾リポソーム (7.02 
mg/mL) 、EPC (7.5 mg、47.5 mol%) 、DOPE (7.5 mg、47.5 mol%) 及び DSPE-PEG (3.2 mg、





相転移挙動は、UV-VIS 分光光度計 (V-630) を用いて、PBS 溶液（脂質濃度：0.5 
mg/mL）中の温度変化による光透過率を測定した。溶液の透過率は、500 nmで測定し
た。PT-31 ペルチェシステム及び ETC-717 コントローラで温度制御を行い、加熱速度
は 0.1℃/min とした。 
 
3.2.5.2. 粒子径測定 
粒子径は、Zetasizer Nano ZS を用いて、DLSにより測定した。リポソーム懸濁液を
PBS中に分散させ（脂質濃度：0.1 mg/mL）、25℃から 50℃の間で評価した。 
 
3.2.5.3. ゼータ電位測定 







HeLa 細胞は、10％FBS、50 units/mL penicillin、50 μg/mL streptomycin 及び 146 μg/mL 




HeLa 細胞を 1.0 × 105 cells/well/0.5mL で、Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber Slide™ System 
4 ウェル培養スライド (Thermo Fisher Scientific) に播種した。オーバーナイト後、CF
封入リポソーム (50 µg) を添加し、5% CO2中、37℃または 42℃で 4時間インキュベ
ートした。インキュベーション後、培地を吸引し、細胞を 1 mM EDTA/PBS 溶液で 2
回リンスした。50 μM LysoTracker® Red DND-99/MEM 溶液を添加し、細胞を 37℃で 30
分間インキュベートした。細胞を 1 mM EDTA/PBS 溶液で 2回リンスし、4％PFA/PBS
溶液で 20分間固定した。細胞をPBSで 2回リンス後、DAPI含有VECTORSHIELD® Hard 
Set™ Mounting Mediumで封入し、FV1000D共焦点レーザー走査顕微鏡で観察した。 
 
3.2.7.2. フローサイトメトリー分析 
HeLa 細胞を、2.0 × 105 cells/well/2mL で、6ウェルプレートに播種した。オーバーナ
イト後、CF封入リポソーム (100 µg) を添加し、5% CO2中、37℃または 42℃で 0.5、1、
2 または 4時間インキュベートした。インキュベーション後、培地を吸引し、細胞を 1 
mM EDTA/PBS 溶液で 2 回リンスした。次いで、細胞をトリプシン処理し、10％FBS
含有MEM 培地でリンスした。細胞を 1 mM EDTA/PBS 溶液でリンス、次いで PBSで
2 回リンスし、35 μmナイロンメッシュで濾過し、LSR IIフローサイトメーターで測定
した。蛍光ヒストグラム及びドットプロットを Cell Quest ソフトウェアを用いて生成
した。図は FACSDiVa ソフトウェアを用いて、ヒストグラムを再現した。各リポソー
ムを 37℃で 0.5時間インキュベートした際の蛍光強度を 1.0 とした。 
 
3.2.8. 薬剤封入温度応答性リポソームの作製 
EPC (7.5 mg 、 47.5 mol%) 、 DOPE (7.5 mg 、 47.5 mol%) 及 び
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-DOPE (14.4 mg、5 mol%) を CHCl3 (2.5 mL) に溶解後、
溶媒を揮発させ、リピッドフィルムを得た。0.3 M 硫酸アンモニウム及び 60 mM クエ
ン酸緩衝液 (1 mL) を加え、リピッドフィルムを剥離させた。超音波破砕を 30 分間行
った後、溶液を 0.2 µm ポリカーボネート膜でサイズを均一化し、PD-10 カラム (GE 
Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden) で 精 製 し 、 未 封 入 の
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm20%)-DOPE 修飾リポソーム (5.75 mg/mL) を得た。脂質濃
度は、ラボアッセイ TMりん脂質（富士フイルム和光純薬）を用いて決定した。doxorubicin












HeLa 細胞を 1.0 × 105 cells/well/0.5mL で、Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber Slide™ System 
4 ウェル培養スライド (Thermo Fisher Scientific) に播種した。オーバーナイト後、DOX
封入リポソーム (50 µg) を添加し、5% CO2中、37℃または 42℃で 4時間インキュベ
ートした。インキュベーション後、培地を吸引し、細胞を 1 mM EDTA/PBS 溶液で 2
回リンスした。50 μM LysoTracker® Green DND-26 (Thermo Fisher Scientific) /MEM 溶液
を添加し、細胞を 37℃で 30分間インキュベートした。細胞を 1 mM EDTA/PBS 溶液で
2 回リンスし、4％PFA/PBS 溶液で 20分間固定した。細胞を PBSで 2回リンス後、DAPI





20 mol%の DMAAm を含む温度応答性ポリマーとして P(NIPAAm-co-DMAAm)及び
LAT1 標的部位を有する温度応答性ポリマーとして Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm)を二章
と同様の方法で合成した。P(NIPAAm-co-DMAAm)及び Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm)の





吸熱ピーク温度は、それぞれ 37.9℃及び 37.1℃であった。よって、L-tyrosine の温度応
答性ポリマーへの結合は、それらの温度応答性に影響を及ぼさないことが示された。
さ ら に 、 DOPE 修 飾 後 の ポ リ マ ー で も 吸 熱 ピ ー ク 値 が 観 察 さ れ 、



































































































ポソームと同様に in vivo 細胞内取り込み及び体内循環に適した均一な粒子径であった。 
インキュベーション温度における DOX 封入リポソームの細胞内取り込みへの影響
及び細胞内におけるリポソームの局在を確認するために、リポソームを HeLa 細胞に
























































HeLa 細 胞 に お け る L-[3H]-leucine の 細 胞 内 取 り 込 み 阻 害 実 験 は 、
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm)が、L-[3H]-leucineの取り込み輸送を阻害した。ポリマー末
端 に 修 飾 し た L-tyrosine の - ア ミ ノ 基 と - カ ル ボ キ シ ル 基 に よ り 、
Tyr-P(NIPAAm-co-DMAAm)が LAT1によって認識されることが示唆された。 
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